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要
旨
ヒトの正常および病的前立腺に含まれるアンドログン・レセプターを定量した。前立掠のホ
モジネートよりサイトゾールを作成し，これと合成アンドログンである R1881との結合を求め，
これよヲ解離定数と最大結合部位数を算出した。
サイトゾーノレのインキュベーションにおいて， トヲアムシノロン・アセトナイドの添加は，
ブρロゲスチン結合蛋自による結合をおさえ， アンドロゲン・レセプターのみの結合;こするのが
わかった。また10m抗モリブデン酸を入れることによりレセプターを安定化するので，測定条
件を改善した。
以上の結果からアンドロゲン・レセプターを定量する誕定系を作り，次の成績を得た。 
(1)アンドロゲン・レセプターは沈降定数8.5Sを示す。 
(2)前立張肥大症と前立腺癌は正常前立競よりアンドログン・レセプターを多く含む。 
(3)正常前立腺と病的前立腺との間に解離定数に差はない。 
(4)小さな組織片でもアンドロゲン・レセプターを定量できるように一点測定法を実施した。
本法は多くの材料より求めた鎧和芳析による値とよく相関する。	 これによっても王堂前立藤よ
り前立線肥大症や前立線、癌はアンドロゲン・レセプターを多く含んで、いた。 
Keywords: 前立隷，アンドロゲン・レセプター， R1881， トリアムシノロン・
アセトナイド，モリブデン酸，一点測定法
略語一覧:	R 1881: methyl紅色nolone，17かhydroxy-17α-methyl-estra-4，9，11-
trien・3・one， T A: triamcinolone acetonide，9α-fluolo・11s，16民 17， 
21-tetra-ol-pregna-1，4-diene・3，20・dionecyclic 16，17 acetal with 
acetone，R 5020: promegeston，17，21-dimethyl-19・nor-pregna・4 
9-diene-3，20-dione，0まG 2058: 16α-ethyl-21・hydroxy-19・nor-
pregn・4・en・3，20-dine，DHT: dihydrotestosterone，17s-hydroxy-
5α-androstan-3・one，TeBG: testosterone-estradiol binding globulin， 
DCC: dextran-coated charcoal，Kd: dissociation constant， 
MBS: maximum binding sites，TEMG: 0.01 M Tris-HCl， 
1mM EDTA，1mM ，8-mercaptoethanol，10% (w/v) glycerol (pH 7.4). 
効性と相関することがわかった。事L患では既にこの成績一 一 一 一 同
緒	
にもとづいて，臨床応用がおこなわれている。
ホノレモン依存癌において，そのホノレモンのレセプター 前立腺癌においてもアンドログン・レセプターの定量
の量とホルモンによる影響性とが比挺欝採にあると推測 が早くから試みられてきた。しかしヒト前立腺にはアン
され3 さらにレセププターの量の大小と内分誌、療法の有 ドロゲン・レセプター以外にもアンドロゲンと結合龍を
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有する蛋白が多く見出され，たとえば血清中の TeBG，
プロゲスチン結合蛋白などがあげられる。これらの含有
によ担，アンドロゲン・レセプターのみの測定がきわめ
て困難となり，良い或議が得られなかった。
本学泌環器科教室においても，数年来ヒト前立腺のホ
ノレモン結合能を研究してきた。野積1)は合成アンドログ
ンである R1881を用い，これと前立腺サイトゾールと
の結合をみた。しかしこの結合笹はアンドロゲン・レセ
プターとプロゲ、スチン結合蛋自に由来するものであヲ，
この笹によりアンドロゲン・レセプターの量を推測する
には若干の飛躍があろう。
近年プロゲスチン結合蛋自による結合がトリアムシノ
ロン・アセトナイド添加によりおさえられることが見出
され，またレセプターの安定化をもたらすものとしてモ
リブデン離が注目されるようになった。今思私はこれら
の報告をもとにヒト前立腺のアンドロゲン・レセプター
測定系を検討した。さらに本法を用いて正常前立腺，前
立腺肥大症および前立線癌について比較した。
実験材料ならび、に方法
1. 実験材料
前立醸組1識は本学誌、尿器科で得られた手術諜本であ
る。正常前立腺組織は捺肢腫蕩患者の跨庇全議出標本の
前立腺を用いた。前立賎肥大症症の組織は被摸下前立操
指除街，前立腺癌の組識は前立腺全描出衛および、針生検
より得られた標本を用いた。 TUR標本は除外した。す
べての組識は一部を病理診断用に採取し，地法調定を行
うまで-800Cで凍結保存した。 
2. 	 試薬 
1) 	 諜議ステロイド 
3H-R 1881: (17α-methyPHJ 17 s-hydroxy-17α-
methy l-estra・4，9，11・trienふ one，speci五cactivity 87 
Ci/m mol (New England Nuclear，Boston，USA) 
2) 	 非標識ステロイド 
①	 R 1881 (N ew England N uclear) 
②	 R 5020 (N ew England N uclear ) 
③ ORG 2058 (New England Nuclear) 

@ DHT (帝国臓器)

舎 progesterone (帝国臓器)
 
⑤ 	estradiol-17s (帝国臓器〉 
⑦	 TA (Sigma Chemical Co.，St.Louis， 
USA) 
3) DCC: 0.05 % Dextran T 70 (Pharmacia， 
Uppsala，Sweden). 0.5 % Charcoal (和光純薬)含有 
TEMG buffer 
4) トfレエン・シンチレーター:0.4弘 PPO，0.01 
% POPOP含脊トルヱン 
3. 	 測定方法
実験操作辻すべて 40C でおこなった。細切した前立
線組織に 4f音量の TEf¥在G bu宜erを加え， ガラスホモ
ジナイザーでホモジナイズし，テトロンメッシュで諒遅
した。これを105，000Xg60分間遠詑してその上清をサ
イトゾールとした。サイトゾーノレの蛋白量は biuret
法のまたは Lowry法3)にしたがって潤定した。サイト
ゾール O.lmlに，エタノー/レiこ溶解してその 10plを加
えることにより最j襲護度となるように作成した各種のス
テロイドを加え， TEMG bu在住で全体量を0.5ml~こし
てインキュベートした。また必要に応じてモリブデン霊堂
を加えた。インキュベーション後，遊離ステロイドは 
DCC 0.5mlを加えて吸着させ15分開放置後3000rpm， 
10分間遠沈して分離した。上靖0.5mlにトルエン・シン
チレーター15mlを加え， その放射活性を液体シンチレ
ーションカウンター (LKB1215 Rack beta，Wallac 
OY，Finland)にて測定した。非特異結合は1000信濃震
の非標識 R1881を加えて測定し，全結合量との差を特
異結合とした。
強和分析では0.25-5nMの5段階の 3H-R1881とサ
イトゾーノレをインキュベートし，その測定値を Scatc-
hardによるプロット心で解析し，解離定数 (Kd)およ
び最大結合部位数 (MBS)を求めた。
東糖密度勾記法ではlOmMモリブデン援， 5μM TA 
を加えて，サイトゾーノレと 5nM 3H-R 1881を20時間イ
ンキュベートし，その覆合悼を分析した。すなわち，複
合体を 5-20%の密度勾配をもっ葉糖溶液 (TEMG 
buffer溶液〉の上に乗せて 165，000Xg23時開遠沈す
る。遠沈後 fractionator (Isco，Model 640，Lincoln， 
に分画し，各分画の放射活性0.4mlで、USA)，Nebrask
を演定した。
一点測定語では，針生検によって採取した前立腺組織
からサイトゾーんを作成し， 10mMモリブデン酸， 1000 
告濃度の TA を加え，飽和に近い濃度の 3H-R1881 
と20時間インキュベートしてその結合部位数を求めた。
実験結果 
1. 	 R 1881結合におよぼすトリアムシノロン・アセト
ナイドの影響
龍和分析で比較すると， 1000信濃度の TAを加えて
も Kd辻変化しないが MBSは減少する (Fig. 1)。 
1000nM TAを加えた 1nM 3H-R 1881とサイトゾール
のインキュベーションに1O-1000nMの各種の非課識ス
士 必~ 品  
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Fig. 1. Binding of the cytosols to 3H・R1881 
in the presence or absence of triam-
cinlone acetonide. 
The cytosol from benign hypertrophic pros-
tate was incubated with various concentrati-
ons (0.25-5nM) of 3H-R 1881 in the prese-
nce or absence of 1000-fold molar excess of 
triamcinolone acetonide. Kd and maximum 
binding sItes were calculated from Scatchard 
plot. 
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Fig. 3. 	Binding of the cytosol to 3H-R 1881 
in the presence of tr包 mcinoloneac-
etonide and various concentrations 
of molybdate. 
The cytosol from benign hypertrophic prost-
ate was incubated with various concentrations 
(0.25・5nM)of 3H-R 1881 and 1000・foldmolar 
excess of triamcinolone acetonide in the pr-
esence or absence of molybdate. Kd and ma-
ximum binding sites were calculated from 
Scatchard plot. 
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Fig. 2. The inhibition of the binding of cy-
tosol to 3H-R 1881 by various stero-
ids in the incubation mixture conta-
ining molybdate andtriamcinolone ac-
etonide. 0.05 0.1 
The cytosol from benign hypertrophic prost-
ate was incubated with 1nM 3註-R1881 and 
10mM molybdate in the presence of 1000-
fold molar excess of triamcinolone acetonide 
atどCfor 6 hours. Various concentrations 
(10，100 and 1000nI¥主) of steroids were also 
added. Results are expressed as% of the co・ 
ntrol (60 fmol mg protein). 
テロイ官を加えてそれらによる盟害効果をみると， R 
5020，ORG 2058，プロゲステロン，ヱストラジオーノレ 
17s による題害効果は弱いが DHTには強く阻害され
た (Fig.2)。以上の結果から TAを加えるとアンドロ 
Bound (pmol) 
Fig. 4. Effect of incubation tIme on binding 
of the cytosol to 3H-R 1881 in the 
presence of triamcinolone acetonide 
and molybdate. 
The cytosol from the benign hypertrophic 
prostate was incubated with.various concent-
rations (0.25-5nM) of 3H-R 1881，1000・fold 
molar excess of triamcinolone acetonide and 
lOmM molybdate at 40 C for 6 hours or 20 
hours. Kd and maximum binding sites were 
calculated from Scatchard plot. 
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2. R 1881結合におよぼすモヲブデン酸の影響
モリブデン鼓添加と非添加を比較すると，添加により 
Kd辻誌とんど変化しないが MBSは増加する (Fig. 
3)。またlOmMモリブデン離を加えてインキュベーシ
ョンをおこなうと MBS泣 20時間で最高になった。 6
時需と比較すると 20時間では MBSは明らかに増して
いる (Fig.4)。この結果からモリブデン酸は結合を安
った。 
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トゾー ノレと 5nM 3H-R 1881の複合体を薬糖密度勾配法
53z 
で分析すると 8.5Sのイ立置に単一の明らかなピークが認
められた (Fig.5)。これより TA存在下でのサイトゾ
ールの R1881結合蛋白はアンドロゲン・レセプターと
みなくて良いと思われる。 
4. 正常，肥大症，癌の各前立腺サイトゾールの R 
1881結合 
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Fig. 5. Sucrose density gradient centrifugat-
ion of the cytosol prelabelled with 
3H-R 1881 in the presence of moly-
bdate and triamcinlone acetonide. 
The cytosol was prepared from benign hyp-
ertrophic prostate and prelabeled with 5nM 
3H・R 1881 in the presence of 10mM molyb‘ 
date 5pM triamcinolone acetonide at 40C for 
20hours. 1t was applied on the top of 5-20% 
sucrose gradient.The gradient was centrifu. 
ged at 165，000xg for 23 hours and radioa-
ctivity was counted for each O.4ml fraction. ・一・ totalるinding，ムーーム nonspeci長c 
binding，BSA 4.6S，Catalase 1l.3S. 
立腺サイトゾーノレの R1881結合を飽和分析で測定した 
(Fig. 6)。その結果 Kdに辻桔互に大きな差がなかっ
たが， MBSは癌が22.lImol/mgproteinと最も高値で
以下記大症 13.2fmol/mg protein，正常 8.8fmol/mg 
proteinの顕で統計的に有意な差を認めた。
5. 一点滅定法
針生挨で採取できる組織量は 100mg前後と少立いた
め飽和分析に適さえEい。そこで， 前立腺組織と R1881 
の結合では Kd~こ況とんど差がないことかち，飽和に近
い 3H-R1881濃度の一点での結合量を調定して MBS
との詑較をおこなった。材料は飽和分析に用いた前立腺
組織から生検針で採取した。 リガンドとして 2.5n1¥在 
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Fig. 7. Relationship between the maximum 
binding sites calculated from Scatc-
hard plotand the binding sites mea-
sured by the one point determinat-
ion using 2.5nM (Fig.7A) or 5nM 
(Fig.7B) 3H-R 1881 as the ligand. 
也 
3H-R 1881を選んで軒生検材料のサイトゾーノレの R1881
結合量を同一組織の MBSと詑較すると再者は極めて
良く相関 (R=0.971)した。また，その溺定笹辻 MBS
の約80%であった (Fig.7A) 5 nM3H・R1881を選ん0 
だ場合には相関がやや悪く，また非特異結合が急に増加
する (Fig.7B)。 したがって一点測定法は 2.5nM3H-R 
1881を用いる方法を採った。一点鴻定法により前立線癌
患者から針生検によって採取された癌組織のサイトゾー
ルと R1881の結合部位数を諜定した (Fig.8)。正常前立
腺，前立隷肥大症の組織は手箭標本から生設針で採取し
た。その結果では，癌11.2fmol/mgprotein，肥大症 10.7 
fmol/mg protein，正常 6.9fmol/mg protein と病的前
立腺は正常前立腺より有意に高値であったが，癌と肥大
症の間には差は認められなかった。しかし癌の一部の症
おこなった症例は stage，内分濯、療法の治療歴などが異
るためと思われた。 
考 察 
Bonne and Raynaud5)により合成アンドロゲンであ
る R1881がアンドロゲン・レセプター誤u定のヲガンド
として登場して以来， TeBGが測定の障害から徐かれ
た。しかし，ヒト前立腺組織にはプロゲスチン結合蛋白
が含まれており，また R1881はプロゲスチン結合蛋白
とも親和性があることが知られている村)0 Zavaらへ 
Asselinら∞は TAがグノレココルチコイドとプロゲス
チンの需方の性質をもつので， TAを過剰に加えること
によって R1881とプロゲ、スチン結合蛋自の結合が盟害
されると述べている。 Hicksand WalshW ti'"サイトゾー
ノレと R1881の結合に対する各種のステロイドによる阻
害効果を観察した結果でも， TA非存者下では DHT
よりむしろプログスチンにより強く阻害されるが， TA 
過剰下で註阻害効果が変化して，プログスチンによる担
害が弱くなり D五T に最も強く阻害された。本研究の
結果でもこれが裏づけられ， TA存在下での R1881結
合は大部分がアンドロゲン特異的と思われた。 
Gaubertち12)はモリブデン酸がステロイドホノレモン・
レセプターの安定位をはかると報告した。その作用機序 
主主302 日 J示、 
はいろいろ検討されているが1845〉，レセプターの活性を
失わせるある蓮の酵素iこ対する作用とみられている。モ
リブデン酸を加えても Kd，沈降定数， ステロイド特異
性泣変化しないようである∞。 Bevinsand Bashirel-
ahi14)は最も効果的なモリブデ、ン酸の濃度は 10mMと述
べている。 Kodamaら16)はモリブデン酸の非添加では 
R 1881結合の諜定植がインキュベーション 6時間を最高
にして減少に転ずるが，これの添加により20時間まで増
加することを示した。 Hicksand W alsh 11)によるとレセ
プターに結合している内菌性 DHTと R1881の交換の
率が20時間インキュベートすると85%に達するという。
野覆1)の研究ではモリブデン酸非添加の場合， R 1881総
結合量の80%が TAにより減少したと述べているが，
モリブデン酸を森加した本研究では TAによる減少率
は55弘であった。モリブデン援添加による調定僅の増加
は，レヨプターの安定化とともに長持需のインキュベー
ションで内因性 DHT と R1881の交換の率が上昇す
るためであろう。モヲブデン酸で結合を増強させた TA
存在下でのサイトゾールと R1881の複合体を葉糖密度
勾記法で分析すると 8.55の位置にはっきりした単一の
ピークが認められた。モリブデンン酸非添加ではこのぜ
ークが明瞭でないといわれている16，17)0 これらの成績か
ら， TA存在下で R1881と結合するサイトゾールの成
分はほとんどがアンドロゲン・レセプターとして臭いと
思われる。
実際にヒト前立腺サイトゾールのアンドロゲン・レセ
プターを測定してみると，癌が最も高値で，以下肥大 
震であった。蓮組識にアンドログン結合成分)1症，正常の
が多いという報告もいくつかみられるが18-21)，R 1881を
用いた結果で R1881の総結合量では差を認めていない
報告もある1，2)。一方で癌組織の内分浴療法に対する反 
t-性の有無とアンドロゲン・レセプター含有量との関
係が検討されている。内分泌療法に反応する癌組織に
ま 1881結合成分が多いという報告23・2りもあるが， これ
らの調定方法は様々であり，より正確な測定法での換討
が必要で、あろう。
針生検材料で飽和分析をおこなうと，サイトゾーノレの
蚕白量が少ないため，測定イ直の信用震が抵くなるエ九そ
こで，これらの小材料lで、アンドロゲン・レセプターの測
定をおこなうために，飽和に近い一点の R1881護度で
の結合部位数を誤n定して箆和分析をおこなった同一組織
の MB5と比較した。 Hicksand Walsh1Dは 5nM3H-R 
1881をヲガンドとした一点潤定法の場合， その誤u定値
は MB5の76%で、あったと報告している。本研究の測
定結果では， 5nMでは非特異結合が高いので 2.5nM
志
I号
3H-R 1881を選んで誤，Ij定したが，その値辻 MB5と掻め
て良く相関し， MB5の80%であった。一点測定法でも
かなり信用度のあるアンドロゲン・レセプターの測定が
可能と考えられた。最近， Trachtenbergら28)は針生検
材料のようにサイトゾールの蛋白量が少ない場合には， 
DCC法より hydroxylapatite法が優れていること，ま
たモリブデン離にさらに phenylmethy l-suIfony lftuoride 
(PM5F)を加えることによヲ測定{直が増加すると述べ
ている。今後，誤[j定法の改善が進められようが，測定の
対象が針生検材料にまで拡大されることにより，アンド
ロゲン・レセプターと前立掠癌の内分、お療誌に対する反
志性などの解明が期待される。
稿を終るにあたり御指導，権校関を賜った千葉大学医
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は草生省ガン誹究場成金および文部省科学研究費;こより
行われた。本論文は学位審査論文である。また，御指導
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TUMMARY 
The effects of triamcinolone acetonide and mo-
lybdate on the binding of 3H-R 1881 in cytosols 
from the human prostates were examined. The 
maximum binding sites of 3H-R 1881 bindings in 
cytosols were reduced by triamcinolone acetonide 
and 1000-fold molar excess of unlabeled triamci-
nolone acetonide eliminated 3H-R 1881 bindings 
to progestin binding protein. Addition of lOmM 
molybdate resulted in an increase of the maxiも 
mum binding sites without any changes in Kd. 
The complex of cytosol and 3H-R 1881 formed in 
the incubation in the presence of 1000-fold molar 
excess of triamcinolone acetonide and 10 mM 
molybdate was sedimented at 8.55 in a sucrose 
density gradient. Therefore，3H-R 1881 binding 
in cytosol in the presence of an excess triamci-
nolone acetonide seems to be androgen receptor. 
The maximum binding sites of androgen recep-
tor were largest in the cancerous prostates fo11o-
wed by the hypertrophic prostates，the normal 
prosta-tes being smallest; even though Kd of 
the binding to 3H-R 1881 was almost identical 
each other. The androgen receptor in needle 
biopsy specimens was able to be assayed by one 
303 アンドログン・レセプター 
point determination using 2.5 nM3H-R 1881 as 
the ligand. 
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